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La presente invention, qui trouve application dans ie domaine 
agricole, a essentiellement pour objet I'utilisation des ulvanes, notamment 
extraits d'algues vertes du genre Ulva ou Enteromorpha, ou 
d'oligosaccharides derives d'ulvanes, comme activateurs des reactions de 
5 defense des plantes et de resistance contre des contraintes biotiques ou 
abiotiques. 

La presente invention a egalement pour objet des produits 
phytosanitaires contenant ces ulvanes ou oligosaccharides derives 
d'ulvanes ainsi qu'un precede de traitement des plantes, notamment par 

10 voie foliaire ou racinaire les utilisant. 

Les plantes peuvent etre attaquees par de multiples agents 
pathogenes (champignons, bacteries, virus, viroicles, protozoals, 
nematodes, herbivores) avec pour consequences des pertes de rendement 
et une baisse de qualite de la production. 

15 Parallelement a la lutte chimique, qui recourt a I'utilisation de 

pesticides, de nouvelles strategies de protection des vegetaux ont vu le 
jour. 

En effet, bien que depourvues de systeme immunitaire analogue 
aux animaux superieurs, les plantes disposent de leur propre arsenal de 
defense. La connaissance de ces mecanismes permet d'envisager leur 
exploitation pour lutter contre les maladies. 

Le controle par la plante des effete du pathogene resulte d'une 
serie d'evenements declenches dans les cellules vegetales a partir du 
moment ou la plante est attaquee : 
5 1. reconnaissance de I'agent pathogene, 

2. envoi de cette information au noyau, 

3. induction de genes de defense puis synthese de composes anti- 
microbiens, 

4. transmission du signal d'alarme a toute la plante et a ses voisines. 
Ainsi, pour augmenter la capacite de reponse et done de resistance 

d'une plante vis-a-vis de certains pathogenes, une des strategies possibles 
consiste a induire prealablement a I'attaque du pathogene les reactions de 
defense par I'utilisation de molecules signaux. 

Ces molecules signaux, qui sont de natures chimiques tres variees 
(proteines, peptides, glycoproteines, lipides et oligosaccharides), sont 
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capables de transmettre reformation d'une attaque meme a tres faible 
concentration, 

Elles sont pour la plupart d'origine microbienne (par exemple la 
harpine) ou vegetaie (par exemple les acides oligogalacturoniques) ou 
5 synthetises chimiquement (par exemple le benzothiadiazole). 

En reponse aux traitements par ces molecules signaux, la plante 
reagit en synthetisant des proteines structurelles, qui renforcent la paroi 
des cellules vegetales, des enzymes impliquees dans la synthese de 
composes anti-microbiens tels que des phytoalexines, des hydrolases 
10 comme des chitinases ou des glucanases et des enzymes inhibitrices qui 
agissent contre les enzymes hydrolytiques des agents pathogenes. 

Dans le cas d'une interaction plante-parasite de type incompatible, 
les reponses de defense les plus couramment observees sont : 

- la mort cellulaire rapide et localisee au site defection encore 
15 denommee reponse hypersensible ou "HR" 7 

- la synthese et le depot de composes phenoliques et de proteines dans 
la paroi, 

- raccumulation de composes antimicrobiens et la synthese de proteines 
dites "PR" (pour Pathogenesis-Related). 

20 Le renforcement des barrieres structu rales, qui peut ralentir ou 

inhiber la progression du pathogene a IMnterieur de la plante, est souvent 
associe a ia HR. Par exemple, le depot de callose dans la paroi ou les 
plasmodesmes, ainsi que la synthese de lignines permettent de ralentir les 
invasions fongiques ou viraies. De meme, les HRGP extensines (pour 

25 Hydroxyprolin Rich Glycoprotein) et les GRP (pour Glycin Rich Protein) 
peuvent, par leur role de renforcement de la paroi, rendre cette derniere 
plus difficile a degrader. 

Les phytoalexines, composes antimicrobiens de faible poids 
moleculaire, permettent dans certains cas de lutter directement contre les 

30 parasites, en raison de leur capacite a s'accumuler rapidement autour du 
point defection en empechant ainsi la progression de invasion. Plus de 
350 phytoalexines ont ete isolees et caracterisees a partir d'une trentaine 
de families de vegetaux. Elles presentent une grande diversite de 
structures et derivent des metabolismes secondaires du shikimate, de 

35 I'acetate-malonate et de Tacetate-mevalonate, Certaines se retrouvent 
dans piusieurs famiiies de vegetaux, aiors que d'autres sont specifiques 
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d'une famille donnee. Cest le cas notamment des isoflavones des 
Legumineuses ou des sesquiterpenes des Solanacees. II est cependant a 
noter que les phytoalexines ne semblent pas jouer de role crucial dans la 
resistance a tous les agents pathogenes, comme par exemple pour 
5 Arabidopsis thaliana. 

La HR est aussi accompagnee de la synthese de proteines PR. Ces 
proteines intra- ou extra-cellulaires s'accumulent dans les plantes apres 
leur inoculation par des agents pathogenes et, dans le cas d'interactions 
incompatibles, peuvent constituer jusqu'a 10% des proteines solubles de 

10 la feuille. Pour certaines, un role actif dans la degradation de la paroi 
d'agents pathogenes fongiques (B-glucanase, chitinase) a ete montre. 

II est a noter que les trois phenomenes precites (renforcement de 
la paroi, synthese de phytoalexines et synthese de proteines PR) 
accompagnent la HR sans en etre exclusifs. En effet- la synthese de 

15 proteines GRP et HRGP a aussi ete detectee lors d'interactions 
compatibles, ainsi que consecutivement a une blessure. 

Les algues marines constituent une ressource vegetale abondante 
et sont, depuis longtemps, utilisees sur les regions cotieres comme 
fertilisants du sol. La germination des graines, I'obtention de meilleurs 

20 rendements, une resistance aux maladies, une duree de conservation plus 
longue des fruits ont ete mises en evidence par suite de traitements de 
plusieurs plantes par des extraits d'algues. Les conclusions en matiere de 
sante des plantes avaient essentiellement ete attributes a la richesse en 
betaines, en phytohormones et en oligo-elements des algues utilisees. 

25 II est aujourd'hui reconnu que certains oligosaccharides d'origine 

marine presentent un effet eliciteur sur certaines voies de defense des 
plantes. Ainsi, le document WO 99/03346 decrit ['utilisation 
d'oligosaccharides de type 3(1-3) glucanes notamment extraits de I'algue 
brune Laminaria digitata pour la potentialisation et la stimulation des 

30 defenses naturelles du ble infecte par la septoriose. Ces 6(1-3) glucanes 
induisent egalement chez les cellules de tabac quatre marqueurs de 
defense dont l'activite phenylammonialyase (PAL), qui est une enzyme cle 
pour la synthese des phytoalexines, et Tactivite O-methyl transferase 
(ONT), qui est une enzyme impliquee dans la synthese de lignine. 
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Dans le cas des algues rouges, il a ete montre que le carraghenane 
induit I'expression des genes codant pour la cyclase sesquiterpene, la 
chitinase et les inhibiteurs de proteinases. 

Dans le cas des algues vertes, qui elles aussi sont riches en 
polysaccharides, aucune etude n'a demontre a ce jour que des 
polysaccharides extraits de ces algues presentaient des proprietes 
elicitrices comparables a celles mises en evidence chez les algues brunes 
et rouges. 

C'est dans ce contexte qu'il a ete decouvert, et ceci constitue le 
fondement de la presente invention, que les ulvanes notamment extraits 
d'algues vertes et les oligosaccharides derives de ces derniers permettent, 
de fagon tout a fait surprenante et inattendue, de stimuler I'expression des 
genes de defense des plantes et peuvent done etre utilises comme 
activateurs des reactions de defense des plantes et de resistance contre 
des contraintes biotiques ou abiotiques, notamment en remplacement des 
pesticides ou en complement dans des compositions fertilisantes ou dans 
des engrais. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente demande vise a couvrir 
I'utilisation des ulvanes, notamment extraits d'algues vertes du genre Uiva 
ou Enteromorpha, ou d'oligosaccharides derives d'ulvanes, comme 
activateurs des reactions de defense des plantes et de resistance contre 
des contraintes biotiques ou abiotiques. 

Les ulvanes utiles selon I'invention sont des polysaccharides 
hydrosolubles presents notamment dans les parois cellulaires des algues 
vertes des genres Ulva et Enteromorpha. 

Les ulvanes se definissent plus precisement comme des 
polysaccharides acides fortement sulfates et sont essentiellement 
composes d'unites derivees de rhamnose 3-sulfate, de xylose, de xylose 2- 
sulfate, d'acide glucuronique et d'acide iduronique. 

Les quatre unites recurrentes suivantes sont notamment 
caracteristiques des ulvanes : 



1er depot 




>4)- p-D-GIcA- (1>4> a-L-Rha 3 sulfate(l> 

(encore denomme acide ulvanobiouronique 3-sulfate type A) 



H,C> 



O' 



HO- 



COO"Na + 0H OSO "Na + I 
5 OH 

>4> a-L-IdoA- (1>4)- a-L-Rha 3 sulfate(l> 

(encore denomme acide ulvanobiuronique 3-sulfate type B) 



10 



0H OSO "Na + 1 



>4)- p-D-Xyl- (1>4)- a-L-Rha 3 sulfate(l> 
(encore denomme acide ulvanobiose 3-sulfate) 



15 



v ! OSO,"Na + I 

OH 



OS0 3 Na 



>4)- 0-D-Xyl 2 -sulfate- (1>4)- a-L-Rha 3 sulfate(l> 
(encore denomme acide ulvanobiose 2',3-disulfate) 
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Les ulvanes represented entre 5 et 20% du poids sec de I'algue. 

Leur poids moleculaire varie entre 90000 et 500000 g.mol" 1 chez les 

genres Ulva et Enteromorpha. 

Avantageusement, les ulvanes utilises selon la presente invention 
5 sont extraits d'algues choisies dans le groupe constitue des especes 

suivantes : Ulva armoricana, Ulva rigida, Ulva rotundata, Ulva lactuca, 

Enteromorpha intestinalis et Entoromorpha compressa. 

Des extraits d'algues riches en ulvanes susceptibles d'etre utilises 

dans le cadre de la presente invention peuvent etre obtenus a partir des 
10 especes d'algues precitees, par un procede comportant generalement les 

etapes suivantes : lavage, broyage, extraction (separation solide-liquide) 

et eventuellement fractionnement et concentration. 

L'extrait obtenu peut etre plus ou moins concentre selon ['utilisation 

envisagee. Une deshydratation totale de cet extrait permettant une 
15 presentation sous forme pulverulente hydrosoluble peut etre obtenue, par 

exemple, par secheur a tambour ou par atomisation. 

Les oligosaccharides derives d'ulvanes susceptibles d'etre utilises 

dans le cadre de I'invention peuvent etre obtenus par hydrolyse acide ou 

enzymatique a partir des extraits precites. 
20 Les conditions d'extraction et la nature des algues seront choisies 

de telle facon que l'extrait obtenu presente la concentration souhaitee 

dans I'application envisagee. Ces choix pourront etre facilement realises 

par I'homme du metier, notamment en tenant compte des indications 

generates qui vont suivre. 
25 D'une facon generate la quantite d'ulvanes ou d'oligosaccharides 

derives d'ulvanes apportee aux plantes est de 0,1 g a 100 g par litre et 

preferentiellement de I'ordre de 1 g par litre pour les apports sous forme 

liquide en foliaire ou dans les solutions nutritives racinaires (hydroponie, 

goutte a goutte, ...) ou bien encore de 10 a 1000 g/ha et 
30 preferentiellement de I'ordre de 200 g/ha pour les apports sous forme 

solide dans les engrais pulverulents ou granules. 

La quantite d'ulvanes apportee aux plantes doit etre suffisante pour 

stimuler I'expression des genes impliques dans la defense de la plante. 

Cette quantite est variable selon la nature de la plante a traiter et le mode 
35 de traitement (voie foliaire ou voie racinaire). Cette quantite pourra 



1er depot 



7 



30 



notamment etre determinee au cas par cas par la mise en oeuvre de tests 
macroarrays tels que definis ci-dessous. 

Selon un deuxieme aspect, la presente demande vise a proteger un 
precede de traitement des plantes destine a activer les reactions de 
5 defense et de resistance contre les contraintes biotiques ou abiotiques, 
caracterise en ce qu'il comprend ^application aux dites plantes d'une 
quantite efflcace d'ulvanes, notamment extraits d'aigues vertes du genre 
Ulva ou enteromorpha, ou d'oligosaccharides derives d'ulvanes. 

Avantageusement, I'application aux plantes sera realisee par voie 
10 foliaire ou par voie racinaire. 

La quantite efficace d'ulvanes ou d'oligosaccharides derives 
d'ulvanes apportee aux plantes est de 0,1 g a 100 g par litre et 
preferentiellement de I'ordre de 1 g par litre pour les apports sous forme 
liquide en foliaire ou dans les solutions nutritives racinaires (hydroponie, 
15 goutte a goutte, ...) ou bien encore de 10 a 1000 g/ha et 
preferentiellement de I'ordre de 200 g/ha pour les apports sous forme 
solide dans les engrais pulverulents ou granules. 

Enfin, selon un troisieme aspect, la presente demande vise a 
proteger un nouveau produit phytosanitaire, caracterise en ce qu'il 
comprend une quantite efficace d'au moins un ulvane, notamment extrait 
d'algues vertes du genre Ulva ou Enteromorpha, ou un oligosaccharide 
derive d'ulvane, eventuellement en association avec une ou plusieurs 
matieres fertilisantes. 

Ce produit phytosanitaire se presentera avantageusement sous 
forme liquide ou sous forme de poudre ou de granule, ces dernieres 
formes solubles pouvant etre diluees avec une quantite appropriee de 
solvants, comme par exemple de I'eau. 

Ce produit contiendra avantageusement une quantite efficace 
d'ulvanes ou d'oligosaccharides derives d'ulvanes apportee aux plantes de 
0,1 g a 100 g par litre et preferentiellement de I'ordre de 1 g par litre pour 
les apports sous forme liquide en foliaire ou dans les solutions racinaires 
(hydroponie, goutte a goutte, .„) ou bien encore de 10 a 1000 g/ha et 
preferentiellement de I'ordre de 200 g/ha pour les apports sous forme 
solide. 

A titre d'exemples de produits fertilisants conformes a I'invention 
on citera les amendements calcaires, les amendements organiques et les 
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supports de culture, les engrais racinaires de type NP, PK, NPK, etc., les 
engrais foliaires ou encore les solutions nutritives racinaires. 

Les substances fertilisantes susceptibles d'etre utilisees en 
association avec les ulvanes ou les oligosaccharides derives d'ulvanes 
5 peuvent etre de natures variees et choisies par exemple parmi Puree, le 
sulfate d'ammonium, le phosphate nature!, le chlorure de potassium, le 
sulfate d'ammonium, le nitrate de magnesium, le nitrate de manganese, le 
nitrate de zinc, le nitrate de cuivre, I'acide phosphorique, I'acide borique. 

La presente invention trouve application dans le traitement d'une 
10 tres grande variete de plantes. 

Parmi celles-ci, on citera en particulier : 

- les plantes de grande culture telles que les cereales (ble, mais), 

- les proteagineux (pois), 

- les oleagineux (soja, tournesol), 

15 - les plantes prairials utiles pour ('alimentation animale, 

- les cultures specialisees telles qu'en particulier le maraichage 
(laitue, epinard, tomate, melon), la vigne, I'arboriculture (poire, pomme, 
nectarine), ou I'horticulture (rosiers). 

Par 1'expression "plante" on entend designer dans la presente 
20 demande la plante consideree dans son ensemble, incluant son appareil 
racinaire, son appareil vegetatif, les graines, semences et fruits. 

La presente invention sera maintenant illustree par les exemples 
non limitatifs suivants. 

Dans ces exemples, et sauf indication contraire, les pourcentages 
25 sont exprimes en poids et la temperature est la temperature ambiante. 

EXEMPLE 1 - Procede de preparation d'un extrait d'alaue riche en ulvanes 
utilisable dans le cadre de I'invention 

30 A - Description aenerale 

a) Preparation des ulvanes 

La fraction d'ulvanes est obtenue par extraction aqueuse d'algues 
fraiches (100 g d'algues fraiches par litre d'eau). 
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L'extraction est realisee sous agitation a 90 °C pendant 2 heures. 
L'extrait est ensuite filtre sur une membrane (80 urn de porosite). Le 
solvant (eau) est evapore pour obtenir une poudre hydrosoluble. 

5 b) Preparation des oligoulvanes 

Les ulvanes prepares comme indique en a) ci-dessus sont 
hydrolyses dans 1 litre de solution acide (acide trichloroacetique ou acide 
chlorhydrique concentre a 2-3 mol L" 1 ) a 100 °C pendant 30 mins aih, 
preferentiellement de I'ordre de 40 mins. 
10 L'acide glucuronique, 1'acide aldobiuronique, I'ulvanobiouronate et 

I'acide iduronique ont ete identifies dans les produits d'hydrolyse. 

B. Exemple detaille d'extraction : 

Un extrait d'Ulva armoricana enrichi en ulvanes et en particulier en 
15 derives d'acide iduronique de type xyloidurorhamnane a ete obtenu en 
suivant le protocole experimental suivant : 

a) Lavage 

Des algues fraiches de type Ulva armoricana sont soumises a deux 
20 lavages successifs dans un bac d'eau, afm d'eliminer le sable et les 
graviers. 

Les algues sont ensuite deposees dans des paniers grillages en inox 
avant d'etre introduites dans des bacs ou elles sont recouvertes d'eau. 

Une agitation par des buses d'aeration permet de maintenir les 
25 algues en suspension en favorisant ainsi la decantation des impuretes. 

b) Broyage 

Les algues ainsi lavees sont egouttees puis broyees en morceaux de 
1 a 10 mm. 

30 

c) Extraction 

1000 kg d'algues sont disperses dans un reacteur chauffant 
contenant 10000 kg d'une solution aqueuse portee a une temperature de 
90°C. L'ensemble est maintenu a cette temperature pendant une duree 
35 d'environ 2 heures. 
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Prealablement a I'extraction, les cellules algales deja broyees sont 
micro-eclatees au moyen d'un homogeneisateur de type ULTRA-TURAX® 
afin de favoriser rextraction. L'operation de separation intervient a 1'issue 
des 2 heures d'extraction. 



10 
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d) Separation 

La fraction soluble riche en derives d'acide iduronique de type 
xyloidurorhamnane est separee des debris d'algues par centrifugation 
(separation solide-liquide). 

L'extrait centrifuge est ensuite filtre, soit sur un filtre a terre de 
diatomees, soit sur un filtre a plateaux, puis a nouveau filtre sur une 
membrane jusqu'a 1 pm. 

Le filtrat ainsi obtenu comprend entre 0,1 et 1 % en poids d'extrait 

sec. 

L'extrait ainsi prepare peut etre utilise sous une forme plus ou 
moins concentree, la concentration finale etant determinee en fonction de 
la teneur recherchee en derives actifs dans Implication envisagee. 

Ainsi, le filtrat mentionne precedemment peut etre concentre, par 
exemple au moyen d'un evaporateur a flot tombant, de facon a ce que 
l'extrait sec represente de 10 a 60 % en poids de celui-ci. 

Une deshydratation totale peut egalement etre obtenue par 
exemple par secheur a tambour ou par atomisation, lorsque Ton recherche 
une presentation sous forme pulverulente hydrosoluble. 

En procedant comme decrit ci-dessus, on a prepare divers extraits a 
partir de six especes d'algues vertes des genres Ufva ou Enteromorpha. La 
composition de ces extraits sees est presentee dans le tableau 1 ci-apres. 

TABLEAU 1 : Composit ion des red-ra its d'aloues vpH-pc: 



Algue 


% d'ulvanes 
(% du poids 
sec de I'alque) 


% de sucres 
totaux 


% de sulfate 


% de 
proteines 


Ulva armoricana 


7-15 


50-80 


10-20 


3-7 


Ulva rigida 


5-18 


50-80 


13-17 


1-10 


Ulva rotundata 


6-15 


50-70 


10-20 


1-10 


Ulva lactuca 


5-17 


50-70 


10-20 


1-8 


Enteromorpha 
intestinalis j 


5-15 


45-75 


15-20 


1-10 




Enteromorpha 
compressa 


5-16 


50-75 


10-20 


1-12 



Algue 


Rha 


Gal 


Glc 


Xyl 


GIcA 


IdoA 


Ufva armoricana 


45-50 


1-4 


5-20 


6-15 


15-25 


5-15 


Ulva rigida 


50-60 


0,5-2 


5-8 


5-15 


18-35 


2-5 


Ulva rotundata 


45-55 


1-3 


5-15 


5-25 


16-30 


0,5-5 


Ulva lactuca 


45-60 


0,5-5 


2-6 


1-10 


15-25 


2-5 


Enteromorpha 
compressa 


25-50 


1-5 


2-10 


5-15 


10-20 


5-10 


Enteromorpha 
intestinal/s 


30-50 


1-4 


1-5 


6-15 


15-20 


5-10 



EXEMPLE 2 

A - Mise en evidence des effets des ulvanes sur I'expression des genes 
5 d'une plante modele 

Une analyse globale de I'expression de nombreux genes impliques 
dans la defense d'une plante modele a ete realisee en faisant appel aux 
techniques de genomique fonctionnelle. La legumineuse Medicago 
truncatula (nombre important de sequences d'ADN disponibles) a ete 
10 utilisee comme plante modele. 

On a ainsi etudie I'effet des ulvanes sur environ 200 genes 
impliques dans la defense de cette plante modele par analyse macroarray. 

a) Materiel biologique 
15 Des plantes de Medicago truncatula lignee F83 005.5 sont cultivees 

dans un environnement controle (16h / 8h, 20°C / 15°C, 60 % humidite). 

Les produits etudies (extraits obtenus selon le procede de I'exemple 
1) ont ete apportes soit par voie foliaire, soit par voie racinaire. 

Dans le cas de I'apport foliaire, les differentes solutions d'eliciteurs 
20 sont pulverisees sur les feuiiles des plantes agees de 1 mois a la 
concentration de 1 mg/mL. 

Dans le cas de I'apport racinaire, les produits sont introduits dans le 
milieu nutritif. 

L'etude de I'expression globale des genes potentiellement impliques 
25 dans la defense et dans la signalisation a ete poursuivie par macroarray. 
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b) Preparation des Macroarrays 

Une selection d'etiquettes de genes exprimes (EST) de Medicago 
truncatula basee essentieliement sur leurs implications dans la defense 
des vegetaux et dans le metabolisme primaire est realisee en utilisant les 
bases de donnees TGIR et MENS. 

165 EST appartenant aux 144 sequences de Medicago truncatula 
(Tentative consensus sequences (TQ) sont recuperees des librairies MtBA 
MtBB et MtBC. 

8 fragments genomiques (TC76726, TC77277, TC77910, TC77988, 
TC78214, TC85619, TC86687, TC85808) sont amplifies par PCR utilisant 
I'ADN genomique de Medicago truncatula comme amorce. Ces 8 ESTs sont 
ensuite clones en pGEM-Teasy vector (Promega) et verifies par 
sequengage. 

Les 173 fragments d'ADIM sont amplifies par PCR utilisant les 
amorces universelles complementaires aux sequences vecteurs encadrant 
le site de clonage des ADN. Les produits d'amplification sont analyses par 
electrophorese et sont ajustes a 0,2-0,5 ug/uL avec du DMSO (50%) et 
deposes sur une membrane a I'aide d'un robot (Eurogridder spotting 
robot). 

c) Resultats 

L'activite elicitrice des uivanes extraits d'algues a ete etudiee en 
suivant ['expression de fagon simuitanee de plusieurs centaines de genes. 
Les differentes categories d'ESTs selectionnees sont classees par famille : 
voie des phenylpropanoides, biosynthese des phytoalexines, proteines des 
parois, defense cellulaire, stress oxydatif, senescence-HR, voie de 
I'ethylene, synthese lipidique, , stress abiotiques, transduction des 
signaux, nodulines, genes de menage. 

Les extraits d'algues vertes riches en uivanes entrainent ('induction 
de 16 a 31 genes potentiellement impliques dans la defense sans 
perturber le metabolisme primaire. Des reponses similaires sont obtenues 
pour les 2 types d'apport, i.e. foliaire et racinaire. On note ainsi, pour 
I'ensemble des traitements, essentieliement induction de genes relatifs 
aux families proteines des parois, biosynthese des phytoalexines et 
defense cellulaire. 
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L'induction des genes est plus importante pour les ulvanes riches en 
derives d'acide xyloidurorhamnane, comme par exemple les ulvanes d'Ulva 
armoricana et 6'Enteromorpha intestinalis. Ces derniers presentent 
egalement la particularite d'induire un gene implique dans la voie des 
oxylipines. Les oligoulvanes obtenus apres hydrolyse presentent des 
resultats identiques. 
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d) Influence du nombre de traiternents sur la sensibiiisation de la plante 

Une deuxieme serie d'experimentations a ete reaiisee pour evaluer 
I'effet de la sensibiiisation de la plante traitee avec I'extrait d'UIva 
armoricana lors de I'attaque fongique. L/effet d'un second traitement avec 
5 i'extrait d'UIva armoricana, 3 jours apres la premiere pulverisation, a ainsi 
ete evaiue. Les effets sur I'expression des genes sont etudies par 
macroarray. 

Les traiternents effectues en un ou deux apports induisent 
['expression d ! un grand nombre de genes impliques dans les mecanisrnes 
10 de defense et de signalisation a un degre similaire. 

Les traiternents induisent Pexpression de genes dans toutes les 
categories fonctionnelles : 

~ celle des phenylpropanoides : phenylalanine ammonia-Iyase, acide 
caffeique O-methyltransferase, cinnamyl-alcool dehydrogenase, 
15 - celle des phytoalexines : chalcone reductase, isoflavone reductase, 
vestitone reductase, 
- celle des proteines parietales : extensine, glycoproteine riche en 
hydroxyproline, proteine riche en arabinogalactane, proteine riche en 
proline, prolyl hydroxylase endo, endo-l,3-l,4-(3-D-glucanase, 
20 - celle des genes de defense : PR10-1, endochitinase, SRG1, inhibiteur 
de polygalacturonase, PR1. 

Dans le cas du stress oxydatif, on observe reduction de 
Texpression de differents genes codant differentes enzymes : ascorbate 
peroxydase, peroxydase, superoxyde dismutase, gluthatione peroxydase 
25 ou glutathione S-transferase. 

Au niveau du metabolisme des lipides, differents genes impliques 
dans la vole des oxylipines sont induits, notamment les phospholipases D 
et C, trois lipoxygenases, une desaturase et une oxophytodienoate 
reductase. Deux traiternents consecutifs induisent Texpression d'un 
30 nombre superieur de genes (6 genes contre 2). 



35 
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TABLEAU 3 : Effets des ulvanes de Ulva armoricana fA\0 sur I'expression 
de certains genes en macroarravs 



Traitement 3 



TC TIGR b 


Fonction 


Accession dans 
GB C 


AV d 


AV+AV 6 


12 3 


12 3 


Vole des phenylpropanoides 


TC85501 


phenylalanine 
ammonia-lyase 


AL372483 


NS 


2,33 


1,83 


1,18 


4,44 


1,00 


TC85550 


adde caffeique O- 
methyitransferase 


AL367074 


1,52 


1,93 


2,54 


NS 


4,33 


1,90 


TC85894 


caffeoyl-CoA 0- 
methyltransferase 


AL368189 


2,03 


0,67 


1,57 


NS 


1,22 


NS 


TC77145 


cinnamyl-alcoo! 
dehydrogenase 


AL372163 


1,00 


5,47 


4,33 


1,03 


3,40 


2,01 


Voie des phvtoalexmes 


TC76884 


chalcone synthase 


AL369218 


1,20 


NS 


1,45 


4,92 


0,96 


4,01 


TC85146 


chalcone synthase 


AL368203 


1,00 


2,09 


2,34 


2,00 


NS 


1,13 


TC85169 


chalcone synthase 


AL370220, 
AL385833 


1,51 


2,93 


1,54 


2,17 


0,97 


2,42 


TC85521 


Chalcone reductase 


AL381630 


1,00 


1,00 


NS 


1,85 


1,00 


2,95 


TC85633 


chalcone isomerase 


AL381790 


2,01 


3,31 


1,25 


4,88 


6,04 


5,17 


TC85477 


isoflavone reductase 


AL384237 


1,68 


3,61 


2,55 


3,41 


2,25 


5,99 


TC85478 


isoflavone reductase 


AL383870 


1,00 


1,00 


NS 


1,99 


2,09 


1,00 


TC77308 


vestitone reductase 


AL383703, 
AL384920 


3,96 


1,92 


3,09 


NS 


1,00 


1,00 


Proteines de paroi 
















TC76311 


extensine 


AL381854 


1,00 


2,76 


1,79 


2,00 


2,34 


1,47 


TC76716 


extensine 


AL373614 


1,15 


3,08 


2,59 


1,64 


3,51 


2,12 


TC77527 


glycoproteine riche en 
hydroxyproline 


AL370995 


0,77 


1,19 


NS 


NS 


2,50 


1,56 


TC79404 


proteine rlche en 
arabinogalactane 


AL368602 


1,00 


2,08 


5,16 


3,33 


3,37 


2,97 


TC86688 


proteine riche en 
arabinogalactane 


AL381434 


1,00 


1,94 


4,04 


0,75 


NS 


0,74 


TC85413 


proteine riche en 
proline 


AL386974 


3,97 


1,29 


2,99 


NS 


1,60 


2,59 


TC86651 


prolyl hydroxylase 


AL367499 


1,00 


1,00 


3,30 


1,69 


2,50 


1,00 


TC86689 


endo-l,3-l,4-p-D- 
qlucanase 


AL387547 


1,62 


1,89 


2,09 


1,19 


2,51 


2,00 
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Defense 




TC76511 


PR10-1 


AL382676 


1 71 
± i ' ' 








1 C/l 
1,34 


F 2,15 


TC76513 


PR10-1 


AL373773 


2 1^ 


X 17 14 

T JL^ JLn 


7 £Q 




3,0^ 


• 1,18 




PR10-1 


Y08641 


5,i: 


! 19,05 


0,99 


11,2: 


I 2,07 


2,70 


1 C/6833 


endochitinase 


AL380364 


1,U 


i 2,19 


2,61 


1,52 


2,22 


1,43 


TC85427 


chitinase 


AL388544 


1,34 


\ 0,75 


NS 


0,50 


NS 


0,45 


TC85652 


SRG1 


AL379718 


1,41 


1,40 


NS 


1,71 


3,50 


1,48 


TC85805 


Inhibiteur de 
polygalacturonase 


AL381114 


1,80 


1,00 


1,89 


0,97 


NS 


1,00 


TC86002 


PR1 


AL386306 


1,00 


1,00 


5,22 


1,63 


2,81 


1,00 


1 Codded 


(3-1,3-gIucanase 


AL378026 


1,09 


1,00 


NS 


1,00 


5,44 


1,36 


Stress oxydc 


nt 






TC76384 


ascorbate peroxydase 


AL367369 


1,60 


2,40 


1,00 


0,90 


0,74 


1 NS 


TC85974 


peroxydase 


AL371851 


1,05 


1,46 


NS 


2,77 


5,38 


2,69 


TC76946 


superoxyde dlsmutase 


AL375556 


2,49 


3,12 


1,00 


1,40 


NS 


1,00 


TC86106 


glutathione 
peroxydase 


AL374155 


0,88 


1,43 


1,40 


NS 


2,08 


1,90 


TC85451 


glutathione S- 
transferase 


AL368847 


1,00 


1,16 


1,00 


1,15 


1,55 


3,01 


TC87485 


similaire a une 
germine 


AL373691 


NS 


1,32 


1,10 


1,16 


NS 


NS 


Senescence-HR 










TC78195 [HSk^UJ 1 AL366024 1.341 7.™ I 4 ^« I 1 qa h 70 h « 




Siqnalisation 


lipidique 




TC76357 


phospholipase D 


AL383583, 
AL387293 


1,60 


1,39 


1,44 


2,75 


5,49 


2,40 




TC77257 


hydroperoxide lyase 


AL372355 


1,35 


0,74 


1,21 


0,84 


7,20 


1,73 




TC82008 


phospholipase C 


AL380498 


1,00 


1,04 


NS 


1,37 


4,17 


3,45 




TC84245 I 


ipoxygenase 


AL371045, 
AL389771 


1,00 


1,14 


1,46 


1,57 


1,86 


3,83 




TC85148 I 


ipoxygenase 


AL370268, 
AL381315 


1,75 


NS 


1,11 


2,04 


2,03 . 


1,03 




TC85171 I 


ipoxygenase 


AL378899, . 
AL380164 


L,00 


NS 


1,53 


2,27 


2,75 


NS 




TC85192 ! 


ipoxygenase 


AL387727 I 


1,14 


1,02 


2,04 


1,16 


NS ] 


L,00 




TC85264 I 


poxygenase 


AL371045, 
AL389771 


.,00 


1,14 


1,46 


1,20 


1,57 i 


-,86 


| TC85619 1 


poxygenase | 1 


.,00 


1,93 


2,05 


1,44 


NS C 


),78 
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TC85808 


oxophytodienoate 
reductase 




1,00 


NS 


1,00 


1,49 


1,92 


4,42 


TC85814 


desaturase 


AL367066, 
AL377575 


1,54 


0,91 


0,95 


2,28 


1,63 


1,41 


Stress abiotiques 
















TC77019 ribonuclease 


AL371802 


1,52 


2,72 


1,67 


0,47 


0,80 


NS 


Transduction des sianaux 
















TC77346 


proteine kinase 
similalre a un 
recepteur 


AL383027, 
AL384392 


1,66 


1,44 


4,89 


1,28 


NS 


1,06 


TC76783 


calmoduline 


AL378480 


2 40 


1 71 


1 K> 




1 4fi 

J- , T {J 




TC76643 


proteine de reponse a 
I'ABA 


AL373345 


3,27 


2,60 


1,42 


2,04 


1,48 


NS 


TC86374 


proteine de transport 
ABC 


AL365693 


1,44 


1,98 


2,71 


NS 


1,16 


NS 


Noduline 
















TC76916 |MtN4 


AL376203 


0,89 


1,11 


1,14 


NS 


1,63 


1,58 


Autres 
















TC86776 


B-glucosidase 
cyanogenique 


AL370555 


1,03 


NS 


1,00 


1,38 


1,65 


1,00 


TC78462 


proteine liant I'acide 
nucleique 


AL367624 


1,00 


NS 


NS 


NS 


3,41 


3,30 


TC85305 


aquaporine 


AL370135 


1,04 


NS 


NS 


2,02 


1,93 


2,61 


TC87062 


ubiquinol-cytochrome- 
c reductase 


AL386789 


NS 


4,41 


4,54 


3,81 


8,96 


NS 



a : Vaieurs correspondant aux rapports "intensites des signaux des plantes traitees par 1'extrait 
d'Ulva (AV)" sur "intensites des signaux des plantes centrales". Seuls les genes induits 
(rapport>l,5) dans au moins deux experiences independantes sont inclus. Lors de notre 
5 comparaison des replicats des trois experiences, nous considerons que le rapport d'un seul gene ne 
doit pas etre induit dans un replicat et reprime dans au moins un des autres, sinon il est considere 
comme non significatif (NS). 

b : TC TTGR, numero de Tentative de Consensus selon The Institute of Genome Research, 
c : GB, numero d'accesston dans Genebank. 
10 d : AV, un seul traitement AV. 

e : AV+AV, deux traitements AV consecutifs. 

EXEMPLE 3 - Mise en evidence des effete des ulvanes sur la defense des 
plantes vis-a-vis des stress abiotiques 
15 ^experimentation est conduite sur du ma is cultive en pots a 25 °C. 

L'extrait d'ulvanes est apporte par voie racinaire ou foliaire 17 jours 
apres le semis. 

Quatre jours apres le traitement, on fait subir aux plantes un stress 
hydrique ou thermique (15 °C). 
20 Les plantes sont recoltees 21 jours apres ('application des stress au 

stade 8 feuiiles. 
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Les resultats de cette experimentation sont presentes au tableau 4. 

[.'application d'ulvanes permet de lutter partiellement contre les 
contraintes hydriques et thermiques en reponse a I'expression des genes 
des stress oxydatifs ou abiotiques. 

Tableau 4 : Effets des ulvanes sur des plants de maTs en etat de stress 
hvdrique ou thermique 





Poids sec de la 
plante (en indice) 


Temoin non stresse 


100 


Stress hydrique 


Temoin sans ulvanes 


60 


Apport foliaire 


Ulvanes 0.1 g/L 


82 


Ulvanes 10 q/L 


94 


Apport racinaire 


Ulvanes 10 g/ha 


78 


Ulvanes 1000 g/ha 


89 


Stress thermique 


Temoin sans ulvanes 


67 


Apport foliaire 


Ulvanes 1 q/L 


85 


Ulvanes 10 g/L 


99 


Apport racinaire 


Ulvanes 10 g/ha 


84 


Ulvanes 1000 g/ha 


97 



10 EXEMPLE 4 - Mise en evidence des effets des ulvanes sur la defense des 
plantes vis-a-vis des oomycetes 

L'extrait d'ulvanes est pulverise (lg par litre i.e 200 g/ha ) sur des 
plants de colza cultives en pots au stade 2 feuilles. 

Le nombre de plantules par traitement est de 28. L'inoculation par 
15 Pythium (fonte du semis) est effectuee 3 jours apres le traitement. 

Les plantules font I'objet d'une observation selon I'echelle de 
notation suivante : 



0 


Pas d'attaque 


1 


Necrose superficielle d'une lonqueur inferieure a 1 cm 


2 


Necrose superficielle d'une longueur superieure a 1 cm 


3 


Necrose profonde d'une lonqueur inferieure a 0,5 cm 


4 


Necrose profonde d'une lonqueur inferieure a 1 cm 


5 


Necrose profonde d'une lonqueur superieure a 1 cm 
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Les resultats obtenus et preserves dans le tableau 5 ci- 
dessous montrent que I'extrait d'ulvanes selon Invention permet de 
reduire significativement I'incidence de I'attaque par Pythium, en reduisant 
la longueur et la profondeur des necroses. 

Tableau 5- Effets du traitement p ar ulvanes sur du colza infecte par 
Pvthium 





Temoin 


Ulvanes 


Necrose (indlce) 


2,92 


1,61 


Poids frais des plantules (en q) 


0,49 


0,69 



La mesure du poids frals des plantules confirme egalement la 
meilleure resistance du colza a I'attaque fongique. 

EXEMPLE 5 - Mise en evidence rtes effets des ulvanes sur la defense dpg 
plantes vis -a-vis d'autres attaq ue s fonaiq ues 

a) Interactions Luzerne {Medicago truncatula) - Colletotrichum trifolii 

Pour controler si I'induction par les ulvanes de I'expression des 
genes impliques dans la defense est correlee a une protection, une 
inoculation des plantes de Medicago truncatula par le champignon 
Colletotrichum trifolii (responsable de I'anthracnose) est effectuee sur des 
plantes agees de 1 mois. 

Deux jours apres le dernier traitement avec I'extrait d'ulvanes (1 g 
par litre), les plantes sont inoculees par pulverisation d'une suspension de 
spores de C. trifolii concentree a 10 6 cellules/mL sur les parties aeriennes 
(1 mL/plante). 

Les premiers symptomes sont observes 7 jours et 15 jours apres 
I'infection. 

Un mois plus tard, les parties aeriennes sont recoltees et pesees 
pour evaluer le degre de protection du materiel vegetal. 

Quinze jours apres I'inoculation, les parties aeriennes des plantes 
non traitees sont totalement necrosees et la plupart des plantes sont 
mortes. A I'inverse, seules de petites lesions sont visibles sur les feuilles et 
les tiges dans le cas des traitements (1 ou 2 apports). Les plantes 
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inoculees non traitees encore vivantes ont perdu 70 % de leur poids frais 
en comparaison avec les plantes temoin non inoculees. Les piantes 
inoculees et traitees n r ont, quant a elles, perdu respectivement que 20 % 
et 10 % de leur poids frais pour un ou deux apports. 
5 Un seui traiternent permet d'obtenir une protection de 80 %, tandis 

qu'un deuxieme traiternent amene la protection a 90 %, 

On obtient conformement a I'etude genomique une protection des 
plantes pretraitees avec I'extrait d'ulvane, Celle-ci est plus importante 
lorsque les plantes ont ete traitees deux fois de suite par cet extrait avant 
10 I'infection. 

b) Interactions Pois - Mycosphaerella pinocles 

L T extrait d'ulvanes (1 g par litre) est pulverise sur des plants de pois 
fourrager au stade 4 feuilles. LMnoculation est effectuee 3 jours apres le 
15 traiternent 

On mesure la longueur de la necrose resultant de Pattaque ainsi 
que le poids frais de la plantule. 

Les resultats obtenus et representes au tableau 6 ci-dessous 
montrent que Textrait d ! ulvanes selon ('invention reduit la longueur des 
20 necroses au niveau de la tige. 

^augmentation de plus de 25 % du poids frais des plantules 
traitees confirme la meilleure resistance du pois a Tattaque de 
Mycosphaerella, 

25 Tableau 6 - Effets du traiternent par ulvanes sur du pois fourrager infecte 
par Mycosphaerella 





Longueur de la necrose 
(mm) 


Poids frais de la plantule (en 
9) 


Temoin 


3,17 


2,75 


Ulvanes 


1,79 


3,45 



c) Interactions Poivron - Phytophtora capsicum 
30 Des plants de poivrons cultives en pots sont arroses avec une 

solution d'ulvanes a raison de 1 et 10 g par litre, ^inoculation de 
Phytophtora est effectuee a la surface inferieure des feuilles 5 jours apres 
le traiternent. 
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Dans les trois jours qui suivent I'inoculation, on note une diminution 
significative de la tailie des necroses, comme le montre ie tableau 7 ci- 
dessous. 

5 Tableau 7 - Evolution du diametre des necroses de plants de poivrons 
apres traitement par ulvanes. 





Temoin 


Ulvanes 


1Q/L 


10g/L 


Diametre des necroses 
(en mm) 


29 


17 


8 



d) Interactions Vigne - Plasmopara vlticola 
10 Des plants de vignes cultives en pots sous serre sont traites avec 

une solution d'ulvanes (1 g par litre). 

Le traitement est realise en 1 ou 2 apports sous forme de 
pulverisation foliaire. Le deuxieme apport est realise une semaine apres le 
premier traitement. 

15 L'inoculation par Plasmopara viticola est effectuee 4 jours apres le 

dernier traitement. 

Un mois apres la contamination, le traitement par la solution 
d'ulvanes (un apport) a permis de reduire : 

- le ratio de feuilles infectees de 32 %, 
20 - la surface de feuilles atteinte de 35 %, 

- et le taux de sporulation de 41 %. 

Le double traitement ameliore ces resuitats avec des reductions du 
pourcentage de feuilles infectees de 47 %, de la surface de feuilles 
atteinte de 46 % et du taux de sporulation de 52 %. 

25 

EXEMPLE 6 - Mise en evidence des effete des ulvanes sur la defense des 
plantes vis-a-vis des attaques bacteriennes 

Un extrait d'ulvanes selon I'invention (1 g par litre) est pulverise sur 
des plants de tomates. Vingt-quatre heures plus tard, les plantes sont 
30 inoculees avec des Pseudomonas syringae. La concentration bacterienne 
des feuilles est determinee 1, 3, 5 et 7 jours apres l'inoculation par 
comptage des colonies bacteriennes. 

Les resuitats obtenus sont reportes dans le tableau 8 ci-dessous. 



i 
I 
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Tableau 8 - Nombre de bakeries oar unite de s urface foli^ (nh/,^ 





Temps (innrc) ] 


Traitement 


0 


1 


3 


5 


7 


Temoin 


18000 


136000 


385000 


520000 


636000 


Produit 


24000 


95000 


224000 


312000 


440000 



Le traitement selon I'invention permet de reduire le niveau de 
contamination de pres de 31 % apres 7 jours d'incubation. 

EXEIMPLE 7 - Mise en evidence des effete d^ uivanre qir , a djfensg^es 
plantes vis a vis des ins^rte s et galhogengs tansnqis (v irus, phvto pl^m^ 
^experimentation est conduite sur des rosiers cultives en pots sous 
serre. Les plantes sont traitees avec un extrait d'ulvanes prepare selon 
I'exemple 1 (0,1 g par litre ou 10 g par litre) en comparaison avec un 
temoin eau. 

On denombre ensuite le nombre de pucerons par feuille Les 
resultats obtenus, represents au tableau 9 ci-dessous, montrent que les 
ulvanes limitent ('invasion des pucerons chez les plantes traitees pour 
I ensemble des traitements. A la concentration de 0,1 g par litre le 
nombre de pucerons est reduit de 35 % dans le cas du traitement unique 
et de 42 % dans le cas du double traitement. A la concentration de 10 q 
par litre, la reduction est de 43 % et 58 % respectivement du nombre 
moyen de pucerons. 



Tableau 9 - Fffet du traitement oar ntonp. S ur les p.TPmnc 





Apport 
foiiaire 


Reduction du nombre de 
pucerons 
(en % du temoin) 




0,1 g/L 


1 apport 


35 


Ulvanes 


2 apports 


42 




10g/L 


1 apport 


43 




2 apports 


58 J 
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EXEMPLE 8 - Mise en evidence des effets des ulvanes sur la defense des 
plantes vis-a-vis des acariens 

L'essai est mene sur des plants de fraisiers cultives sous serre dans 
une zone naturellement sensible au developpement d'acariens 
5 (Tetranychus urticae). L'apport de Pextrait d'ulvanes est effectue a deux 
concentrations (04 et 10 g par litre) en un seul ou deux apports separes 
d'une semaine. 

On mesure le nombre d'acariens par feuille. 

Les resultats obtenus, presentes au tableau 10 ci-dessous, 
10 montrent que les ulvanes limitent I'invasion des acariens chez les plantes 
traitees pour I'ensemble des traitements. A la concentration de 0,1 g par 
litre, le nombre d'acariens est reduit de 33 % dans le cas du traitement 
unique et de 46 % dans le cas du double traitement. A la concentration de 
10 g par litre, la reduction est de 50 % et 63 % respectivement du 
15 nombre moyen d'acariens par feuille. 

Tableau 10 - Effet du traitement par ulvanes sur des plants de fraisiers 
infectes par des acariens 





Apport 
foliaire 


Nombre d'acariens par 
feuiiie 


TemOi 


Jn (eau) 




52 


Ulvanes 


OA g/L 


1 apport 


35 


2 apports 


28 


10g/L 


1 apport 


26 


2 apports 


19 



20 

EXEMPLE 9 - Mise en evidence des effets des ulvanes sur la defense des 
plantes vis-a-vis des nematodes 

Des plants de tomates d l environ 10 cm sont transplants dans un 
milieu infeste avec Meloidogyne incognita. 
25 Les plantes sont traitees soit par voie foliaire soit par incorporation 

dans le milieu nutritif de ferti-irrigation / a la dose de 1 g par litre. 

Le deuxieme apport du traitement est effectue 15 jours apres le 
premier apport. 

Le nombre de nematodes est determine 1,5 mois apres le premier 
30 traitement. 



1 er depot 



25 



Les resultats obtenus ont ete reportes au tableau 11 

Tableau 11 - Effet du traitement par ulvanes sur des pl ants de tomates 
infestes par des nematodes 

5 





Nombre de nematodes / 
g de racines 


Temoin 


15 


Apport fofiaire 


1 apport 


12 


2 apports 


9 


Apport par 
ferthirrigation 


1 apport 


10 


2 apports 


7 



L'extrait d'ulvanes reduit significativement ie degre d'infection des 
racines de plants de tomates par les nematodes de 20 a 53 % selon les 
traitements. 

10 Un deuxieme apport se revele toujours plus efflcace qu'un seui. 

Uextrait d'ulvanes renforce la resistance de la plante aux 
nematodes en inhibant ieur penetration et leur developpement dans la 
racine. 

15 EXEMPLE 10 - Mise en evidence des effets des ulvanes sur la protection 
des semences 

On a demontre que les ulvanes ont une action favorable sur la 
germination des semences contaminees par des agents pathogenes, a 
Pexemple de Sclerotinia sur tournesol, Phoma llnguam sur colza et 
20 Mycosphaerella pinodes sur pois. 

Le traitement des semences est realise par trempage (pendant 
12 heures dans une solution d'ulvanes a 1 g par litre). 

Dans le cas du temoin, le traitement est realisee avec de Teau 
distillee. Uinoculation des champignons est pratiquee juste avant le semis. 
25 On a mesure le pourcentage de germination et le taux de survie 

des semences infectees et les resultats obtenus ont ete regroupes dans le 
tableau 12 ci-dessous. 
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Tableau 12 : Effets des ulvanes sur la protection des semences 





Tournesoi - Sclerotinia 


Colza - Phoma linguam 


Pois - Mycosphaerella 


Temoin 


Ulvanes 


Temoin 


Ulvanes 


Temoin 


Ulvanes 


% de 
germination 


38 


80 


63 


88 


67 


89 


Taux de 
Survie (%) 


0 


47 


29 


61 


42 


64 



Chez le tournesoi, Pinoculation de Sclerotinia affecte fortement ie 
5 taux de germination (38 %). Le traitement par ulvanes ameliore 
considerablement le taux de germination (80 %). II renforce egalement la 
vigueur des plantules avec un taux de survie de 47 % contre une mortalite 
totale pour le temoin. 

Chez le colza infeste avec P. linguam, le traitement par ulvanes 
10 augmente de 40 % le taux de germination, ainsi que le taux de survie qui 
s'eleve de 29 % pour le temoin a 61 %. 

Chez le pois infeste par M. pinocles, le traitement par ulvanes 
ameliore de 33 % le taux de germination, ainsi que le taux de survie qui 
passe de 42 % a 64 %. 
15 Dans le cas du pois, on a egalement observe que la profondeur de 

la necrose passe de 52 mm a 2,9 mm, indiquant un raientissement de la 
progression du champignon dans la plante. 

Les ulvanes induisent par consequent une meilleure resistance des 
semences aux attaques des champignons. 

20 

EXEMPLE 11 - Mise en evidence des effets des ulvanes sur la protection 

post-recolte des fruits et legumes 

L'effet des ulvanes sur la conservation des fruits (pommes, 

oranges, tomates et raisins) est suivi dans des chambres climatiques 
25 maintenues a 17 °C. Le traitement par trempage est realise avec une 

solution d'ulvanes a la concentration de 10 g par litre. 

Les fruits traites ou temoins sont inocules avec une solution de 

spores de Botrytis cinerea concentree a 10 5 /mL. L'inoculation est realisee 

une semaine apres le traitement. 
30 Les fruits sont centrales apres 3 mois pour les pommes et 1 mois 

pour les oranges, les tomates et le raisin. 
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Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 13 ci-dessous. 

Tableau 13 : Effets des ulvanes sur la protection post-recolte des fruits et 
legumes 

5 



Fruits 


Indice de protection 
(en % de temoin inocule) 


Pommes 


65 % 


Oranges 


38% 


Tomates 


42 % 


Raisins 


47 % 



Le traitement par ulvanes a permis de reduire respectivement de 
65 %, 38 %, 42 % et 47 % les dommages post-recolte pour les pommes,. 
les oranges, les tomates et les raisins. 
10 Le traitement "ulvanes" previent et retarde I'apparition des 

dommages des fruits durant leur conservation. II ameliore ainsi leur temps 
de conservation. 

Par consequent, I'appllcation des ulvanes selon ('invention permet 
egalement de reduire les dommages post-recolte lies aux maladies ou aux 
15 attaques de pathogenes. 

EXEMPLE 12 - Exemples de formulations incorporant des ulvanes 

D'une fagon generate, la quantite efficace d'ulvanes ou 
d'oligosaccharides derives d'ulvanes a utiliser dans le cadre des 

20 applications de Pinvention sera de 0,1 g a 100 g par litre, pour les apports 
sous forme liquide en foliaire ou dans les solutions racinaires (hydroponie, 
goutte a goutte, ...). De preference, cette quantite sera de 0,1 a 20 g par 
litre, et encore de preference de 0,5 a 10 g par litre. 

D'une fagon generate, la quantite efficace d'ulvanes ou 

25 d'oligosaccharides derives d'ulvanes a utiliser dans le cadre des 
applications de I'invention sera de 10 a 1000 g/ha pour les apports sous 
forme solide dans les produits pulverulents ou granules. De preference, 
cette quantite sera de 50 a 500 g/ha, et encore de preference de 150 a 
250 g/ha. 



30 
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On donnera ci-apres, a titre d'exemples, diverses formulations 
utilisables selon I'invention avec des indications sur les conditions de mise 
en oauvre de ces formulations. 



5 A - AMENDEMENTS 



AMENDEMENT CALCAIRE 
Lithothamnium 1000 kg 

Derives d'ulvanes QSP 200 g/ha 

10 Dose d'apport : 1 T/ha 



15 



Carbonate de calcium 1000 kg 

Derives d'ulvanes QSP 1000 g/ha 
Dose d'apport : 1 T/ha 

AMENDEMENT ORGANIQUE ET SUPPORTS DE CULTURE 

Terreau 500 kg 

Tourbe 500 kg 

Derives d'ulvanes QSP 500 g/ha 
20 Dose d'apport : lT/ha 



B - ENGRAIS RACINAIRES 



25 ENGRAIS NP 

Lithothamnium 310 kg 

Chlorure de potassium 167 kg 

Uree 161 kg 

Sulfate d'ammoniaque 362 kg 

30 Derives d'ulvanes QSP 200 g/ha 



CULTURES 


DOSE D'APPORT (kg/ha) 


Patures 

Cereales 

Mai's 


200 - 400 
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ENGRAIS PK 
Lithothamnium 
Phosphate naturel 
Chlorure de potassium 
Derives d'ulvanes 



25 



297 kg 
536 kg 
167 kg 

QSP 500 g/ha 



CULTURES 



Toutes cultures 



DOSE D'APPORT ( kg/ha)_ 
300 - 500 



ENGRAIS NPK + MgO 
Lithothamnium 
Phosphate d'ammoniaque 
Sulfate d'ammoniaque 
Uree 

Oxyde de magnesium 
Chlorure de potassium 
Derives d'ulvanes 



158 kg 
116 kg 
186 kg 
156 kg 
50 kg 
334 kg 

QSP 1000 g/ha 



CULTURES 


-DC^ED^PPORTJlsa^ 


Mais 

Cereales 

Prairies 

Toutes cultures 


400 - 800 



C - ENGRAIS FOLIAIRES 

SOLUTION Mg 
Nitrate de Magnesium 
Eau 

Derives d'ulvanes 



50 kg 
50 kg 

QSP 1 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 



Vergers 



Cultures maraicheres 



Nombre d'apports a 
differents stades de la 
campaqne 



3-6 



2-6 



Dose par apport 



8 L/ha 



5-8 L/ha 
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SOLUTION N Fe Mn 
Nitrate de manganese 
Chlorure ferrique 
Eau 

Derives d'ulvanes 



15 kg 
25 kg 
60 kg 

QSP 0,1 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre de traitements 


Dose par traitement 


Vergers 


4-6 


3-6 L/ha 


Cultures maraTcheres 


4-6 


3-6 L/ha 



SOLUTION N Mn Zn 
Nitrate de Manganese 
Nitrate de Zinc 
Eau 

Derives d'ulvanes 



31kg 
22 kg 
47 kg 

QSP 10 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre d'apports 


Dose par apport 


Mais 


1 - 2 


4-8 L/ha 


Lin 


1-2 


4-8 L/ha 


Betterave 


1-3 


4-8 L/ha 


Sola 


1-2 


4-8 L/ha 


Pomme de terre 


1-3 


4-8 L/ha 


Haricots pois 


2 - 3 


4-8 L/ha 



SOLUTION NPK Oligoelements 

Uree 

Acide phosphorique 
Potasse 

Nitrate de Manganese 
Nitrate de Zinc 
Nitrate de Cuivre 
Chlorure ferrique 
Acide borique 
Eau 

Derives d'ulvanes 



17 kg 
9 kg 
9 kg 
0,7 kg 
0,3 kg 
0,10 kg 
0,20 kg 
0,4 kg 
63,3 kg 

QSP 1 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 
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CULTURES 


Nombre d'apports 


Dose par apport 


Cultures maraicheres 


5-10 


4-6 L/ha 


Vergers 


4-6 


4-6 L/ha 



SOLUTION BP K 
Potasse 

Acide phosphorique 
Acide borique 
Eau 

Derives d'ulvanes 



8 kg 
1 kg 
lkg 
90 kg 

QSP 10 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre d'apports 


Dose par apport 


Cultures maraicheres 


2-4 


3-5 L/ha 


Cultures fruitieres 


3 


5 L/ha 



D - SOLUTIONS NUTRITIVES RACINAIRES (HYDROPONIE, GOUTTE A 
GOUTTE) 



15 



20 



SOLUTION NPK Mg 
Nitrate de potassium 
Phosphate de potassium 
Sulfate de magnesium 
Derives d'ulvanes 



50 g/L 
27 g/L 
49 g/L 

200 g/L (ie. lg/L de 
solution finale appliquee sur 
la plante) 



Dilution 1 L pour 200 L d'eau 



25 
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SOLUTION N Ca Mg 
Calcium nitrate 
Chelate de fer 
Derives d'ulvanes 



118 g/L 
5 g/L 

100 g/L (ie. 0,5 g/L de 
solution finale appliquee 
sur la plante) 



Dilution 1 L pour 200 L d'eau 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation des ulvanes, notamment extraits d'algues vertes du 
genre Ulva ou Enteromorpha, ou d'oligosaccharides derives d'uivanes, 

5 comme activateurs des reactions de defense des plantes et de resistance 
contre des contraintes biotiques ou abiotiques. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
ulvanes precites sont extraits d'algues choisies dans le groupe constitue 
des especes suivantes : Ulva armoricana, Ulva rigida, Ulva rotundata, Ulva 

10 lactuca, Enteromorpha intestinalis et Enteromorpha compressa, de 
preference Ulva armoricana, Enteromorpha intestinalis et Enteromorpha 
compressa. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
les extraits precites sont obtenus par un procede comportant 

15 generalement les etapes suivantes : lavage, broyage, extraction 
(separation solide-liquide) et eventuellement fractionnement et 
concentration. 

4. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
oligosaccharides derives d'uivanes precites sont obtenus par hydrolyse 

20 acide ou enzymatique. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en 
ce que la quantite efficace d'uivanes ou d'oligo-saccharides derives 
d'uivanes apportee aux plantes est de 0,1 g a 100 g par litre et 
preferentiellement de I'ordre de 1 g par litre pour les apports sous forme 

25 liquide, par voie foliaire, dans les solutions nutritives racinaires 
(hydroponie, goutte a goutte, ...) ou dans les solutions de traitement de 
semences ou post-recolte, ou bien encore de 10 a 1000 g par hectare et 
preferentiellement de I'ordre de 200 g par hectare pour les apports sous 
forme solide, par exemple, dans les produits pulverulents ou granules. 

30 6. Procede pour activer les reactions de defense des plantes et de 

resistance contre des contraintes biotiques ou abiotiques, caracterise en 
ce qu'il comprend Implication aux dites plantes, d'une quantite efficace 
d'uivanes, notamment extraits d'algues vertes du genre Ulva ou 
Enteromorpha, ou d'oligosaccharides derives d'uivanes. 

35 7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que 

I'appiication aux plantes est mallsee par voie foiiaire ou par voie racinaire. 
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8. Procede selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que la 
quantite efficace apportee aux plantes est de 0,1 g a 100 g par litre et 
preferentiellement de Pordre 1 g par litre pour les apports sous forme 
liquide, par voie foliaire, dans les solutions nutritives racinalres 

5 (hydroponie, goutte a goutte, ...) ou dans les solutions de traitement de 
semences ou post-recolte, ou bien encore de 10 a 1000 g par hectare et 
preferentiellement de Pordre de 200 g par hectare pour les apports sous 
forme soiide dans les produits pulverulents ou granules. 

9. Produit phytosanitaire, caracterise en ce qu f il comprend une 
10 quantite efficace d'au moins un ulvane, notamment extrait d ! algues vertes 

du genre Ufva ou Enteromorpha, ou un oligosaccharide derive d'ulvane, 
eventuellement en association avec une ou plusieurs matieres fertilisantes. 

10. Produit phytosanitaire selon la revendication 9, caracterise en 
ce qu'il se presente sous forme liquide ou sous forme de poudre ou de 

15 granules et en ce qu'il contient une quantite d'ulvanes ou 
^oligosaccharides derives d'ulvanes permettant un apport aux plantes de 
0,1 g a 100 g par litre et preferentiellement de Pordre 1 g par litre pour les 
apports sous forme liquide, ou bien encore de 10 a 1000 g par hectare et 
preferentiellement de Pordre de 200 g par hectare pour les apports sous 

20 forme soiide dans les produits pulverulents ou granules. 
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Prenoms 



Marie-Therese 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



1 1 Chemin du Chateau d'eau 



13 i1 i3 i2 iQ I CASTANET-TOLOSAN (FRANCE) 



Societe d'appar tenance (facultatif) ^ _ _ 

5Vil v a olus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DESVIANDEUR(S) 
OU DU EVIA^SDATAIRE 
(iMom et qualite du signataire) 

Cabinet BEAU DE LOMENIE 
Philippe HUBERT 

CPI N° 94-0308 
Paris, le 30 mars 2005 



7 



Lj hj\ n' :, 70-17 du 6 innvi 



j G innvier 1978 i dative a IMnformattque. an:: fir him cc aux liberies s'applique au;c roponses faites a ce formulae. 



IWl 



KAHOHAl P* 
IKPUtTRIXllt 



26 bis, rue de Saint Petersbourg - 75800 Paris Cedex 08 
Pour vous informer : IMP! DIRECT 



CN°mdigol! 



I 825 83 85 871 

0.15 eTrc/mn 
Telecopic : 33 (0)1 53 04 52 65 



regue le 31/03/05 

BREVET D'ISWENTION 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellectuelle - Livre VI 

DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N c 

(Afournir dans le cas oil les demandeurs et les 
inventeurs ne sont pas les memes personnes) 



N° 11235*03 



INV 



Vos references pour ce dossier (facuitatij) 


1H205640/2 .PH 


N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 


04 03269 



TITRE DE [.'INVENTION (200 caracteres ou ©spaces maximum) 

Utilisation des ulvanes comme activate urs des reactions de defense des plantes et de resistance contre des 
contraintes biotiques ou abiotiques. 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

COMPAGNIE FINANCIERE ET DE PARTICIPATIONS ROULLIER 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) 



H] Nom 


SALAMAGNE 


Prenoms 


Sylvie 


Adresse 


Rue 


2 allee des 9 Muses 


Code postal et ville 


\1 | 7| 4| 1 1 0| GRESSY EN FRANCE (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facuitatij) 




Q Nom 


DUMAS 


Prenoms 


Bernard 


Adresse 


Rue 


29 Rue de la Gimone 


Code postal et ville 


18 is i Ol MONTRABE (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facuitatij) 




1J Nom 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 i i i i 1 


Societe d'appartenance (facuitatij) 





S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 



DATE ET SI G NATURE (S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU fVIANDATAiRE 
{Nom et quaiite du signataire) 

Cabinet BEAU DE LOMENIE 
Philippe HUBERT 
CPI N° 94-0308 
Paris, le 30 mars 2005 

La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux fichiers et aux liberies s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elfe garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'INPI. 




